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PROCEDE DE PRODUCTION DE SPORES DE 
CHAMPIGNONS FILAMENTEUX 

La prlsente invention concerne un proc6d6 de 
production de spores de champignons filamenteux. 

L'ut ilisation des champignons filamenteux est 
tres repandue dans des domaines aussi varies que les 
5 fermentations alimentaires , l'indu6trie pharmaceut ique 
et la production d^nzymes ou de molecules biologiques 
par biosynthese ou hemisynthese . 

Les spores de champignons filamenteux sont la 
forme de resistance et de reproduction de ces microorga- 
10 nisraes. Ces spores constituent le point de depart de 

toutes ces applications puisqu'elles peuvent servir de 
forme de conservation et de lancement de 1'operation, 
mais egalement intervenir de facjon massive dans le pro- 
cessus lui-neme soit en tant qu' inoculum ou en tant que 
15 spores elles-menes pour realiser les transformations de 
bio-conversion attendues . 

Diffe rentes techniques sont connues pour, la 
production de ces spores. La plus ancienne, mais la plus 
artisanale consiste a cultiver I'organisme a la surface 
20 d'un milieu gelose soit en boite de Petri au laboratoi- 
re t soit en fioles de Roux pour les applications pra- 
- tiques. Cette technique quoique sure, puisqu'une asep- 
tie complete peut etre realisee, pose de graves pro- 
blemes de recolte des spores et de manipulation d'un 
25 nombre important de fioles lorsque la quantite desiree 
s'eleve quelque peu. C'est la raison pour laquelle une 
telle pratique ne peut rester qu 1 art isanale et ne trou- 
ver d 1 application que dans des cas particuliers . 

La technique de production de spores en pla- 
30 teaux fait appel a la culture du champignon sur des 

substrats vegetaux tels que son de ble , paille et di- 
vers produits ou residus amylaces disposes en couche de 
quelques centimetres d'epaisseur et placees dans des 
etuves d ' incubation. Des dispositifs automatiques com- 
35 plexes de chargenent et dechargement des plateaux ont 
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6t6 proposes. Toutefois, il reste que le produit obte- 
nu est constitu6 non pas de spores pures, mais d'un me- 
lange de spores, de mycelium du champignon et des resi- 
dus vegetaux. D 1 autre part, le maintien des conditions 
5 aseptiques est tres delicat. La recolte des spores, la 
contamination ambiante et la variability de 1 1 organisme 
sont des inconvenients aajeurs. 

Plus re cemment on a montre la possibility de 
produire des spores de champignons dans des cultures li- 

10 quides en utilisant des fermenteurs sterilisables . II 
s'agit sans doute d'un progres reel, mais cela n'est 
possible que dans des conditions part iculieres et avec 
un nombre limite de champignons- D f autre part, la sus- 
pension recueillie contient non seulement les spores, 

15 mais egalement une quantite importante de metabolites 

et tous les debris c ellulaires qui peuvent etre genants. 
Enfin, le maintien des conditions d'aeration efficace 
du milieu liquide pendant de longues periodes d'incuba- 
tion entrainent des depenses d'energie couteuses. 

20 Par ailleurs, parmi les nombreux dispositifs 

de fermenteur qui ont ete proposes pour la culture des 
microorganismes en milieu liquide, on trouve des fer- 
menteurs a disques rotatifs, dont le principe d'utilisa- 
tion est base essent iellement sur la rotation permanente 

25 des disques tout au long de I'incubation et qui plongent 
alternativement dans le milieu nutritif liquide et dans 
1 ' atmosphere . 

La presente invention concerne un procede de 
production de spores de champignons -f ilamenteux, ca- 

30 racterise en ce qu'il implique la mise en oeuvre, dans 
un fermenteur a disques rotatifs, des operations suc- 
cessives suivantes : 

a) on ajoute un agent de solidification dans un milieu 
de culture contenant au moins un substrat de crois- 
35 sance ainsi que des agents de culture; 
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b) on dispose ce milieu de culture Bur lea disques 
rotatifs dans le fermenteur ; 

c) on sterilise 1' ensemble du fermenteur; 

d) on refroidit le milieu de culture a une temperature 
5 restant superieure au point de solidification dudit 

milieu ; 

e) on inocule ledit milieu de culture avec des spores 
de champignons f ilamenteux ; 

f) on homogeneise ledit milieu de culture par rotation 
10 lente des disques du' fermenteur; 

g) tout en maintenant une rotation lente des disques du 
fermenteur, on = solidifie le milieu absorb^ sur les disques rotatifs 
par abaissement brusque de la temperature du fermenteur ; 

h) apres immobilisation des disques rotatifs, on laisse 

15 incuber le milieu inocule en assurant dans le fermenteur 

une circulation d'air sterile, d'humidit<§ et de tempera- 
ture controlees, pendant le temps necessaire a la 
maturation des conidies , et 

i) apres developpement uniforme des spores a la sur- 
20 face des disques du fermenteur, on separe et on re- 

colte les spores par balayage des disques animes 
d'un mouvement de rotation rapide, a 1'aide d'un 
fluide contenant de preference un agent tensio-actif 
et/ou des billes calibrees, la biomasse mycelienne 
25 restant emprisonnee dans le milieu de culture soli- 

difie qui reste fixe sur les disques du fermenteur. 

La presente invention concerne aussi le dis- 
positif necessaire a la mise en oeuvre du procede de- 
crit ci-dessus; il s'agit d'un fermenteur a disques ro- 
5C tatifs, pourvu de systemes de regulation de la tempera- 
ture et de l'humidite, et d'un moteur permettant la 
mise en rotation de l'axe supportant I'empilecent des 
disques. 

D'autres c aracter ist iques et avantages de la 
55 presente invention apparaxtront a la lecture de la des- 
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cription d6taill6e faite ci-apree, notamment en regard 
de la figure annex6e qui illustre un mode de realisation 
particulier du dispoeitif n^cessaire & la mise en oeuvre 
du proc£d6 de 1* invention. 
5 Ce nouveau proced6 pour la production de spo- 

res de champignons filamenteux allie l'avantage de la 
culture de surface 6ur un milieu solidifie, qui reste 
la technique la plus sftre et la plus generale de sporu- 
lation, avec 1 1 utilisat ion d f un fermenteur a disques ro- 

10 tatifs particulier dont le princdpe d •utilisat ion a ete 
f ondamentalement modifie de fagon a obtenir une grande 
surface de sporulation et permettant en particulier de 
recolter aisement uniquement les spores par simple la- 
vage des surfaces, la biomasse mycelienne rest ant empri- 

^5 sonnee dans le milieu solidifie. Toutes les operations 
peuvent etre realisees dans le meme appareil . sterili- 
sable, assurant une grande simplicity et une aseptie . 
stricte. 

Le principe.de ce procede est base sur le fait 
20 que le milieu de culture nutritif contenant le ou les 
substrats de croissance et les agents de cultures est 
additionne d'un agent de solidification, par exemple de 
la gelose. Apres sterilisation, le milieu est refroidi 
et sa temperature est maintenue au-dessus du point de 
25 solidification, par exemple 50°C. L f inoculum de spores 
est alors ajoute et une rotation lente des disques per- 
met d 'homogeneiser le milieu. 

Tout en malntenant une lente rotation des dis- 
ques, 1 'atmosphere est brui:alement refroidie de facjon 
30 a perniettre la solidification du milieu a la surface 
des disques. 

Lorsque le milieu de culture est reparti sur 
les disques, la rotation est stoppee et la temperature 
du dispositif est amenee a la temperature d f incubation . 
35 Un flux d'air sterile ,d 'humidity et de temperature contrails 
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est maintenu pendant toute la p6riode d' incubation de 
faqon k maintenir les conditions favorables de d6ve- 
loppement du champignon. Notons que pendant cette incu- 
bation aucune agitation mecanique n'est necessaire. 
5 L'organieme ee d6veloppe ainsi unif ornament 

dans toute la masse du milieu solidifife. Apres 1 k 2 
Jours les surfaces libres sont recouvertes d f un tapis 
homogene de filaments aeriens. Suivant l'organisme uti- 
lise la sporulation se produit apres 2 a 5 jours d'une 
10 faqon tres reguliere et synchrone sur toutes les sur- 
faces disponibles. Les spores contenues dans les tetes 
conidiennes aeriennes se trouvent ainsi a l'exterieur 
des disques (5), alors que le mycelium ve.getatif reste 
emprisonne dans le milieu solidifie (6). L f incubation 
15 peut etre poursuivie jusqu'a 7 a 10 jours pour permet- 
tre la maturation des tetes conidiennes* 

La recolte des spores peut alors etre faite 
de faqon part iculierement aisee en introduisant dans 
le fermenteur un volume d'eau sterile additiQiine d'un 
20 agent tensio-act if , par exemple du TWEEN 80 ^ et en 
maintenant une rotation rapide des disques pendant 
10 minutes environ. 

Ceci permet un lavage tres efficace des sur- 
faces des disques provoquant la mise en suspension des 
25 spores a l 1 exclusion de la biomasse mycelienne et de la 
majorite des metabolites qui sont fortement fixees a 
l'interieur du milieu gelose. Plusieurs lavages succes- 
sifs peuvent etre pratiques. Les spores peuvent alors 
etre centrifugees ou decantees, lavees, et sechees par 
30 evaporation sous vide, lyophilisation ou atomisation. 

Selon un autre mode de recolte possible, on 
peut introduire des b.illes calibrees d'un diametre in- 
ferieur a la distance interface des disques pour favori 
ser la dispersion des spores dans 1 1 atmosphere . Les 
35 spores sont alors recoltees a sec grace a la rotation 
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des disques coupl6e & un balayage d'air sterile Buffi- 
samment 61ev6 pour cr£er des turbulences et entralner 
les spores qui sont alors r6colt6es grSce a un disposi- 
tif de filtration de l'air k la sortie du fermenteur. 
5 Lorsque les spores ont ete recoltees, le la- 

vage du fermenteur est r£alis6 en introduisant un li- 
quide detergent & chaud qui, couple a une agitation ra- 
pide, provoque la fusion du milieu, la sterilisation 
de la biomasse residuelle et le nettoyage du dispositif. 

10 Selon un mode pre fere de mise en oeuvre du 

procede, le reacteur decrit sur la figure 1 est de for- 
me cylindrique et realise en materiaux pouvant suppor- 
ter la sterilisation* Le fermenteur est constitue d'une 
cuve cylindrique 1 munie a une extremite d'une platine 

15 2, munie d'un axe rotatif 3 supportant un empilement de 
disques rigides 4- d'un diametre legerement inferieur au 
diametre interne de la cuve. La matiere, l'epaisseur et 
la. surface des disques peuvent etre quelconques, pourvu 
qu'ils permettent une bonne retention et une reparti- 

20 tion homogene du milieu au cours de la rotation et de 
la phase de solidification. Ces disques 4 peuvent etre 
const itues simplement par une ou deux grilles d'acier 
de quelques mm d'epaisseur et de maille de 2 a 5 mm. 
L 1 espacement et la disposition de ces grilles peuvent 

25 etre variables. Dans la figure 1 decrivant un exemple 
de mise en oeuvre de ce dispositif, les disques sont 
constitues de deux grilles d'acier de 2 nun d'epaisseur 
espacees de 2 mm de telle sorte qu'apres repartition et 
solidification du milieu, on obtienne un disque de 6 mm 

30 d'epaisseur. Dans un mode prefers de mise en oeuvre, 
l'espacement entre les disques geloses est de 10 mm. 

Un balayage force du reacteur par un flux 
d'air sterile humidifie par barbotage doit etre prevu 
par une entree haute (7) et une sortie basse (8) qui 

35 permettent egalement le remplissage et la vidange du 
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r6acteur. Des diBpositife de contrSle et de regulation 
de la temp6rature % de 1 'humid itfe relative et de la com- 
position de 1 'atmosphere du react eur peuvent se reveler 
utiles. 

5 Le r6acteur tel qu'il vient d'gtre decrit a 

6te utilisfe pour la mise en oeuvre de 1' invention sous 
forme d'un r6acteur de 1500 cm^ muni de 10 plateaux de 
5 mm representant une surface litre de 1 270 cm • 

Les essais ont porte sur la production de 
10 spores de champignons appartenant aux genres Aspergil- 
lus, Trichoderma, Penici Ilium. En 1'occurrence une sou- 
che d 1 Aspergillus hennebergii du groupe A. niger et une 
souche de Penicillium isolee au laboratoire ont ete 
chois-ies pour representer les genres Aspergillus et 
15 Penicillium. Deux souches de collection international, 
Trichoderma harzianum CCM-F-470 et Penicillium camem- 
bertii CCM-F-378 ont ete choisies pour representer les 
genres Trichoderma et 'Penicillium. 

Dans un exemple de mise en oeuvre prefere du 
20 procede, le milieu de culture est compose pour un litre 
d'eau de 100 g de farine de manioc, de 4- g de KHgPO^, 
de 8 g de (NH^SO^, de 2 g d»uree et de 20 g d'Agar. 
300 ml de ce milieu sont introduits dans le reacteur 
qui est alors sterilise a 120°C pendant 30 minutes. 
25 Le dispositif est alors refroidi et lorsque la tempera- 
ture du milieu est de 50°C 1' inoculum de spores est In- 
tro duit sterilement. Le milieu est alors homogeneise 
par une rotation des disques a raison de 60 t/mn pendant 
quelques minutes. Apres homogeneisation , un courant 
30 d'air sterile et froid a raison de 200 1/h permet la 

solidification du milieu de culture sur les grilles et 
la constitution des disques de milieu. Apres 30 minutes, 
la rotation est stoppee et le fernenteur est aere par 
un debit de 10 litres/h d'air stdrile satur<§ d'eau h la temp 
35 rature d 1 incubation , qui peut etre de 30°C, mais varie 
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avec I'organieme cultiv6. 

Apr&s 7 Jours, la r6colte des spores est r6a- 
lis6e en introduisant dans le fermenteur 500 ml d'eau 
sterile contenant quelques gouttes de TWEEN 80. L f a6- 
5 ration est stopple et la rotation des disques a 100- 

200 t/mn est maintenue pendant 10 minutes. La suspension 
de spores est alors recueillie, et le nombre de spores 
est calcule par un comptage microscopique direct sur 
une cellule de Malassez apres une dilution adequate. 

10 Deux lavages - supplemental res utilisant 250 ml d'eau 

sont realises. La suspension de spores est alors decan- 
tee et, apres elimination du surnageant , une poudre seche 
de spores est obtenue par evaporation sous vide de la 
suspension concentree. Cette poudre de spores permet 

15 une remise en suspension aisee des spores pour leur uti- 
lisation, sans phenomenes tensio-actif s genants. 

Le tableau I indique les re suit at s obtenus 
pour quatre souches de champignons. On constate que le 
premier lavage permet de recolter 75 a 90 % des spores 

20 contenues dans le dispositif et d'obtenir des suspen- 
sions de spores concentrees contenant au moins 
1,1 x 10 8 a 4,2 x 10 8 spores par ml. 

✓ 2 

La quantite de spores fonnee par cm varie 

7 8 ■ 2 

de 3 x 10' a 2,2 x 10 spores/cm . Le rendement ponde- 

25 ral en spores rapporte a la quantite de substrat intro- 
duite dans le fermenteur varie de 5 a 14 %, ce qui re- 
presents un taux de conversion en spores important. 

Compte tenu de ce qui precede, la presente 
invention permet de produire des spores de champignons 

30 en conditions aseptiques et selon une technique rela- 

tivement simple, d 1 une mise en oeuvre aisee ne necessi- 
tant pas de manipulations longues et couteuses. Elle 
permet egalement d'eviter tous risques de contamination 
de 1 1 environnement . D' autre part, la presente invention 

35 est caracterisee par le fait que 1 ' on obtient des spores 
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pures Bans contamination par d'autres microorganismes 
ni par des metabolites ou residue myceliens qui sont 
retenus essentiellement dans le dispositif lors de la 
recolte. Les rendenients obtenus sont sup6rieurs. 
5 ou comparables 6 ce que I'on peut obtenir par les au- 
tres techniques habituelles d'une mise en oeuvre deli- 
cate. Enfin cette invention est caracterisee par le 
faible encombrement des materiel? en fonction des quan- 
tites de spores obtenues. 
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- KSVENDI CATIONS - 

1 - Proc6d6 de production de spores de cham- 
pignons f ilamenteux, caracterie6 en ce qu'il implique 
la mise en oeuvre , dans un fermenteur a disques rota- 
5 tifs, des operations successives suivantes : 

a) on ajoute un agent de solidification dans un milieu 
de culture contenant au mo ins un substrat de crois- 
sance ainsi que des agents de culture; 

b) on dispose ce milieu de culture sur les disques ro- 
10 tatifs dans le fermenteur ; 

c) on sterilise I 1 ensemble du fermenteur; 

d) on refroidit le milieu de culture a une temperature 
restant superieure au point de solidification dudit 
milieu; 

15 e) on inocule ledit milieu de culture avec des spores 
de champignons f ilamenteux ; 

f) on homogeneise ledit milieu de culture par rotation 
lente des disques du fermenteur; 

g) tout en maintenant une rotation lente des disques du fermenteur, 
20 on solidifie le milieu par abaissement brusque de la temperature 

du fermenteur, ce qui a pour effet de repartir le milieu sur les disqu 

h) apres immobilisation des disques rotatifs,"on laisse 
incuber le milieu inocule en assurant dans le fermen- 
teur une circulation d 1 ai r ,d 'hunidite et 'de tempera- 

25 ture controlees , pendant le temps necessaire a' la 

maturation des conidies, et 

i) apres developpement uniforme des spores a la surface 
des disques du fermenteur, on separe et on recolte 
les spores par balayage des disques animes d'un mou- 

30 vement de rotation rap id e, a l'aide d'ur: fluide con- 

tenant de preference un agent tensio-actif et/ou des 
billes calibrees, la biomasse mycelienne restant 
emprisonnee dans le milieu de culture solidifie qui 
reste fixe sur les discues du fermenteur. 
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2 - Proc6d6 selon la revendication 1, carac- 
t6ris£ en ce qu'il est applique a la production de spores 

de champignons dont la forme de reproduction est consti- 
tute par des conidies. 
5 3 - Procede selon l'une des revendications 

1 et 2, caracteris6 en ce qu'il est appliqu6 a la pro- 
duction de spores de chanpiqnons appartenant aux genres Aspergil- 
lus y tel que Aspergillus niger, Trichoderma, tel que 
Trichoderma harzianum ou Penicillium, tel que Penicil- 
10 lium camembertii . 

4 - Precede selon l'une des revendications 

1 a 3", caracterise en ce que les agents de culture sont 
constitues d'une source de carbone, telle que l'amidon, 
d'une source d'azote, telle qu'un melange de sulfate 
15 d ' amnonium et d'uree, d'une source de phosphore et d'au- 
tres composes mineraux ou organiques. 

5 - Procede • selon l'une des revendications 

1 a 4-, caracterise en ce que l'agent de solidification 
ajoute au cours de l'etape a) est de la gelose. 
20 6 - Procede selon l'une des revendications 

1 a 5, caracterise en ce que le fluide de lavage utili- 
se au cours de l'etape i) est de I'eau sterile, addi- 
tionnee d'un agent tensio-actif tel que du TWEEN 80. 

7 - Procede selon l'une des revendications 
25 1 a 6, caracterise en ce que les "billes calibrees uti- 

lisees au cours de l'etape i) ont un diametre inferieur 
a la distance interface des disques. 

8 - Procede selon l'une des revendications 

1 a 7, caracterise en ce que la suspension des spores 
?C recoltees est concentre e par centrif ugat ion ou decant a- 
tion, lavee puis sechee par evaporation sous vide, lyo- 
philisation ou at onis a t ion . 

9 - Qispositif pour la mise en oeuvre du pro- 
cede selon l'une des revendications 1 a 8, caracterise 

35 en ce qu'il se presente sous la forne d'un fermenteur a 
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diBques rotatifB, pourvu de systemes de regulation de 
la temperature et de l'humidite, et d'un moteur pennet- 
tant la mise en rotation de I'axe aupportant l'empile- 
ment des disques, disques dont au moins une surface est 
5 constitute par une grille ayant une ouverture de maille 
de 2 a 5 mm* 
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